TRANSFORMACE = PRIJEM EXOGENNI
DNA BAKTERIALNI BUNKOU

O 1928: Griffith - Streptococcus pneumoniae - zmeény
virulence

O 1944: Avery, MacLeod, McCarty - diitkaz
transformujici aktivity DNA Streptococcus

pneumoniae



Terminologie

Transformace
-u baktérii: p Fijem cizorode exogenni DNA, zm éna vlastnosti

-U eukaryot: nadorova transformace

Transfekce
- U bakterii: p Fijem volné fagové DNA

- U eukaryot: p Fijem volné DNA, bun é€né nebo virové



TRANSFORMATION

193

TABLE 1. Transformable Organisms®

Natural Artificial

Genera/species competence competence
Achromobacler + N.D.
Acinetobacter calcoaceticus + N.D.
Anacyslis nidulans + N.D.
Bacillus

sublilis + +

subtilis L-form - +

stearothermophilus + +

thuringlensis - +

Varicus species - +
Brevibaclerium lactofermentum - +
Clostridium + N.D.
Deinococcus radiodurans - +
Escherichia coli - +
Haemophilus

influenzae + +

parainfiuenzae + +

Various species + N.D.
Magnaporthe grisea - +
Methanobactertum thermoaulotrophicum + N.D.
Methylobacterium organophilum .- N.D.
Horaxella

osloensls + N.D.

urethalis + N.D.
Mycobacterium smegmatis ? +
HMycoplasma = +
Neisseria

gonorrheae + N.D.

meningitidis + N.D.
Pseudomonas

aeruginosz - +

stutzeri + ?

Marine species + N.D.
Rhizobium meliloti - +
Rhodopseudomonas sphaeroides - +
Saccharomyces cerevisiae - +
Staphylococcus aureus + N.D.
Slreptococcus

faecalis ? +

pneumoniae + N.D.

sanguis + N.D.
Streptomyces - +
Synechococcus + N.D.

N.D., not determined.
* This listing is illustrative, not exhaustive.

Prirozena transformace
X

umela transformace

Rozdil ve schopnosti
prirozené navodit stav
kompetence

U prirozené transformace
- rozdily v prijmu
chromozomove

a plazmidove DNA,



TABLE 1 Bacteria active in gene transfer by transformation”

Species isolated from terrestrial Phylum based on 168

. . TE* .
or aquatic habitats phylogeny’
Protolithotrophic
Chlorobium limicola 1.0 X 107° Chlorobi
Agmenellum quadruplicatum 4.3 % 107 Cyanobacteria
Anacystis nidulans 8.0 x 107* Cyanobacteria
Nostoc muscorsm 12 X 167 Cyanobacteria
Synechocystis sp. strain 6803 5.0 X 1074 Cyanobacteria
Chemolithotrophic
Thiobacillus thioparus 1077 X 1072 Proteobacteria
Heterotrophic
Mycobacterium smegmatis 1077 % 167 Actinobacteria
Achromobacter spp. +1 Proteobacteria
Azotobacter vinelandii 9.5 X 1072 Proteobacteria
Bacillus subtilis 3.5 X 107 Proteobacteria
Pseudomonas stutzeri 7.0 X 107° Proteobacteria
Deinococcus radiodurans 2.1 X107 Deinococcus-Thermus
Thermus aquaticus 6.4 X 107* Deinococcus-Thermus
Methylotrophic
Methylobacterium organophilum 53 X 107? Proteobacteria
Archaebacteria
Methanococcus voltae 8.0 X 107¢ Euryarchaeota
Clinical isolates of pathogenic species
Campylobacter jejuni 2.0x107* Proteobacteria
Haemophilus influenzae 7.0 X 1073 Proteobacteria
Helicobacter pylori 50X 107* Proteobacteria
Neisseria gonorrhoeae 1.0 X 1074 Proteobacteria
Neisseria meningitidis 1.1 X 1072 Proteobacteria
Staphylococcus aureus 55 X107* Firmicutes
Streptococcus prieumoniae 29 X 1072 Firmicutes
Streptococcus sanguis 2.0 X 1072 Firmicutes
Streptococcus mutans 7o X107 Firmicutes

“Modified from Day (2002).

"Tf, transformation frequency (chromosomal marker transformants/viable cell).
‘ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2nd ed,

“Transfer recorded but no frequency reported.



OBECNE RYSY PRIROZENE
TRANSFORMACE

Donorova bunka — transformujici DNA (volna)

B Recipientni bunka ve stavu kompetence

.

B prijem DNA a jeji zaclenéni do genomu

O 1. Vazba dsDNA na povrch recipientni bunky
O 2. Pohyb DNA pres bunécnou sténu a membranu
O 3. Degradace jednoho retézce DNA

O 4. Translokace druhého retézce DNA do
cytoplazmy

O 5. Stabilni zaclenéni jednoretézcového useku do
chromozomu homologni rekombinaci (RecA+)

Prenos DNA transformaci je citlivy k nukleazam (x tran  sdukce, konjugace)




ZAKLADNI KROKY PRI TRANSFORMACI

(kFizeni dvou kmen u)

DONOR — Transformujici DNA ve volném stavu
+

RECIPIENT —— > Kompetentni buriky

( Vazba DNA na povrch burky

Faze eklipse < Rezistence k DNaze

N Vstup DNA do bunky R-M

Zaclenéni DNA do genomu HR

Reparacni procesy
Exprese



CHARAKTERISTIKA TRANSFORMUJICI DNA

DNA : chromozomova, plazmidova, fagova (transfekce)

velikost: 0,5 kb az nékolik desitek kbp
(zhruba 5-10 genii)

dsDNA, nativni stav

konc. 1-10 mg DNA/ml kompetentnich buneéek

ze 100-200 molekul DNA se inkorporuje jen jedna

u plazmidové a fagové DNA je nutnych 10 000 molekul

OO00 O

O

Pocet receptori na povrchu bunék pro prijem DNA
S. pneumoniae: 80, B. subtilis: 50, H. influenzae: 5



STAV KOMPETENCE - ZNACNE
ROZDILY MEZI JEDNOTLIVYMI DRUHY

O vysledek zmeéen v bunécné stene - syntéza
specifickych proteinti

zavislost stavu kompetence na fazi
ristového cyklu

L]

O zavislost na hustote bunék v populaci
(tvorba feromontll - quorum sensing)

O fyziologické faktory - ovlivhéni slozenim
media, teplotou a pH



STAV KOMPETENCE - STREPTOKOKY

O 00

vyzadovano kompletni medium

docha2| k syntéze faktord kompetence - asi 16
proteiny (ba2|cke proteiny, nlzka m.h. podobaJ| se
fagovym protelnum a reaguji s receptory bunécné
membrany pro prijem DNA)

meni se morfologie bunék - dlouhé retizky

aktivuji se autolyziny - casteCna lyze bunécné stény
stav k. trva jen nékolik minut, ale Siri se v celé
populaci

(quorum sensing: koordinovana exprese gent podle
aktualniho lokalniho mnozstvi bakterii produkujicich

signdlni molekuly) — vyuziti reportérovych genil



INTERVAL KOMPETENCE - S. PNEUMONIAE
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NAVOZENI KOMPETENCE U B. SUBTILIS

pozdni stacionarni faze

ucast Mg++ k aktivaci specifickych nukleaz
(17 kD endonukleaza)

Eomalenl syntézy DNA (jedna kopie
romozomu)

syntéza novych polypeptidu (analogy wyuziti
proteinu pro sporulaci, stres aj) reportérovych

exprese genu pro reparaci DNA (SOB) J gena

zmena fyziologie a morfologie bunek
(zmény v sedimentaci)

stav kompetence trva nekolik hodin




STAV KOMPETENCE - H. INFLUENZAE

regulovano interne, ve vhodném mediu az
100% bunék

blokada bunécného déleni

tvorba transformazomu a specifickych
povrchovych proteinu




TRANSPORTNI A POMOCNE PROTEINY

K prekonani bunécné stény (fyzikalni a elektrostaticka
bariera) je vyzadovan znacny pocet proteind. Nékolik
proteinli ma klicovou Glohu, ostatni jsou pomocné:

O A) PSCT proteiny: skupina proteintl Gzce spjata
s povrchovymi aktivitami: pilus, sekrece, kompetence a
twitching (trhavy pohyb). Knokaut (Tn) téchto geni vede
k dramatickému snizeni transformovatelnosti.

O B) Dalsi proteiny patri mezi Com (Bs) a jsou analogické u
riznych druhi: ComEA - vazba a transport pres sténu,
ComG zvysuje porozitu, a rada dalsich interagujicich )
proteinll (napr. Por (periplazmaticky protein u Hi), ktery
je esencialni pro prenos — asi zajistuje optimalni terciarni
strukturu néktereho z faktorti kompetence. Dalsi proteiny
funguji analogicky jako SSB proteiny.

O C) Nukleazy — U Bs a Sp — stépi navazanou DNA, a
nukleaza EndA u Sp stepi pak jeden retezec od 5 konce a
ta vstupuje 3 koncem do cytoplazmy.



SYSTEMY NAVOZOVANI KOMPETENCE PRO PRIJEM
DNA U G+ A G- BAKTERII

B. subtilis
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Regulace vyvoje stavu kompetence pomoci quorum sensin g u B. subtilis

Protein ComP (senzor) kontroluje
koncentraci feromonu ComX, po jeho
S ———_ zachyceni se sam fosforyluje a
Blce prenasi fosfat na ComA (protein-
ComX = T regulator zprostfedkujici odpovéd) —
|ComX peptide | fosforylovany CamA-P pUsobi jako
transkripéni aktivator nékolika gend
zodpovédnych za kompetenci

§ Feromony pro kompetenci = malé
C°/m’°‘< i peptidy sekretované burikami,
y Indirect activation jejichz hladina odpovida
C"f‘K e 2PeOK koncentraci bunék v populaci.

. Jsou vytvareny jako prekurzory,
PhrC —>CS ' X 0V
r m@? F jako t]ot(?ve Jsou }Jvollnovan)i do
prostredi a naredovany, takze
vysoké koncentrace je dosazeno
pouze prii vysokém poctu bunék.

Competence
gene expression




Transformazomy u H. influenzae

membrane

Fig. 10.4 Schemati¢ representation of the steps leading to DNA entry during
tfan_SfOnnatien of a Gram-positive bacterium. Stages 1 to 6 indicate a time sequence.



TRANSFORMAZOMY U H. INFLUENZAE

Specificka rozpoznavaci sekvence na DNA
AAGTGCGGTCA (USS = uptake signal sequence;
DUS = DNA uptake sequence)

(u N. gonorhoeae: GCCGTCTCAA)
DN

Transformasome

(R

Cytoplasm \ /

Cytoplasmic membrane

Quter
membrane

(\ZZ—— Cell wall

—  ——— Chromosome

Fig. 10.3 Uptake and entry of transforming DNA in the Gram-negative bacterium H.
influenzae. The heavy line on the DNA molecule indicates the specific recognition
sequence.

Pocet sekvenci na chromozomu = 734+ a 731-;

H. influenzae ma 62% AT, takzZe by se statisticky ocekavalo jen 8 mist,
a ne 1465 (sekvence je bohata na GC).

61% téchto sekvenci se nachazi v ORF, kazda zhruba na 1 248 bp.



Detekce optimalniho stavu kom petence
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pFi stejné koncentraci
fagové DNA indikuje
stav kompetence.
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nemeéni



Stanoveni satura¢ni koncentrace DNA

No. TRANSFORMANTS PER MILLILITER
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Geneticky test pro ov éfeni stavu DNA p Fi transformaci

1. DNA Arg+

je pFidana k

recipientnim

bunkam Arg-

. Casovy interval 1. 0 min Casovy interval Il. 2 min. Casovy interval lll. 15 min

2.V ruznych

¢asovych i

intervalech je
pridana DNAaza

3. Extrakce DNA DNA je - }(Dezlr?ovfgtl:é;gs vjéea Dt:\IA je zaélené_na do
a jeji p fidani k extracelulami a je nem(zZe se vazat na g ronlotz9mu ale
bunkam Arg- degradovana recipientni bu fiku LR egeova

Transformanty Transformanty
nevznikaji nevznikayji

Transformanty

Faze eklipse =¢asovy interval, kdy nelze DNA z povrchu Arg+ vznikaji

bunék odmyt ani ji v bunkach prokazat



Prijem DNA bunkou
vzajemna kompetice mezi molekulami exogenni DNA

Bunka PenS + DNA (PenR) + DNA brzliku

A
konstantni pom r /

Denatured DﬁA

Denaturovana
DNA z brzliku
neovliviuje
prijem
DNA(PenR),
nativni ano a
snizuje tak
vysledny pocet
transformantu

Native DNA

Number of Pen-r transformants

Amount of added calf thymus DNA



Experimentalni stanoveni zplisobu zaclenéni
exogenni DNA do genomu recipientni bunky

Tésné vazané markery M a N
m, n = citlivost k antibiotiku
M, N = rezistence k antibiotiku

o Recipient

Transformation

wihaorM +~—=Donor o fenotypu Mn

DNA fragments

Donor substitution Donor addition

M n m N M n

- G : R M SR Selekce na M
| . | )
Fragmenty /or -
DNA z donora
\ M N mN M
—— ——
Phenotype: Mn or MN : Phenotype: MN

Stejné cetné fenotypy Fenotyp bude vzdy N
(naN) (alela N nebude nahrazena)




Experimentalni diikaz zaclenéni
jednoretézcového useku donorové DNA do
chromozomu recipientni bunky

BACTERIAL TRANSFORMATION

Heavy Donor DNA

Entry Recombination
— >

Light recipient
bacterium

Transformant

Usek hybridni DNA

ultracentrifugace



mutation

. Mutant formi
(a) - - .% --------- - utant trans orglll\?g
...--u--uuuuH'.‘.:‘.‘.‘.'.'-'.'.'.'.'.'.'. .............. O Rmigﬁnt
A
Sekvence - S
, . donucle.:se

S vysokym " N =
Stupnem )"{‘ & 2 & " 3-stranded
homologie 5 structure

(c) 5 8

(d)

oy
=
Mismatched
Y /— region
X

“(e) /\ :
Replaced segment
Vs

© O
7 O
Replaced segment
Mutant genotype Wild-type genotype

Fig. 10.6 Integration of transforming DNA in the homologous region of the recipient
chromosome and the consequence of mismatch repair on maintenance of a transferred
allele. (a) Pairing of homologous regions of the two DNA molecules; (b) local unwinding
of duplex DNA; (c) exonuclease digestion of duplicate regions, on either molecule;

(d) gap-filling by polymerase and nick-sealing by ligase; (e) repair of mismatch on either
strand.



Integrace ssDNA z donorového kmene do
recipientni DNA pri transformaci

Synap]sits and
assimilation *_M
—A _ ' N
RecA coats invading strand ' e
l Nicking of
recipient strand
rf‘&',%,—- ° amz;”nrqnim; : }i%_ ::2
l jléihr : L1 laltl
: 4
Ligase :
—-"ﬂ/a‘——-f— Mismatch repair b
GNIIE S LS AU
heteroduplex ~ Donorova DNA

HE-markery - probiha oprava ve prospéch donora
LE-markery - probiha oprava proti donorové DNA

HE = high efficiency, LE = low efficiency

Hex- mutanty S. pneumoniae - defekty v reparaci
- vsechny markery se chovaji jako HE



TRANSFORMACE DIMERN,iMI MOLEKULAMI
PLAZMIDOVE DNA

A Bek ~C DA B C DA B
C DA B C DA B

lB Transformation

Transformant



Mapovani genu pomoci transformace

Dva geny se budou prenaset spolecné, pokud jsou tak blizko sebe,
ze mohou byt na stejném fragmentu DNA = kotransformace

Donor bacterium

Kotransformace genti a, b
nebo ¢ s genem x (na
jednom fragmentu DNA)
neni mozna = geny hejsou
ve vazbé

Isolation of DNA, obtaining -
fragments of average size
shown below

+ + +* Y - + + + r
& & b b b ¢ c Fragmenty podobné

velikosti

Transformation of ab’¢c”
recipient bacterium

-

—_ a'b’¢” &h'c” abc ab’c a’bc™  Transformant genotype

/ /‘ . J

Kotransformanty a+b+c+ nebo a+b-c+ nevznikaji

Cotransiormants




ZREDOVACI TEST NA KOTRANSFORMACI

AB
A 0
8
5
G
: _ 2 AaByv
o
A a B nevazané =
A AB (linked)
Naredéni fragmenti DNA | 7 o+ :
izi dépodobnost ” i
Snizi prav ’ Log (DNA concentration)

ze bunka prijme
soucasné fragment Ai B

Pokles frekvence kotransformace znaki
A a B je v obou pripadech odlisny



MAPOVANI GENU U B. SUBTILIS S VYUZITIM
0 TRANSFORMACE

Light strand

N\

a
b
¢
/‘\
Heavy strand ot f g h i j k

v prostiedi s
téZkou vodou

Hybrid DNA Light DNA
o | |
=1
be
de - s
fg Separace DNA ultracentrifugaci
4
" a Jk \Y) CSCI
=}
b= t=1t = V4 - - Ve
z - replikovana DNA je hybridni
5 o fa - posun markeru z lehké DNA
2 cd k. na hybridni DNA odpovida jeho
= vzdalenosti od ori
b
o
fg
hi ik
Density
markery z
markery z pozdéji se
divess replikujici
replikujici DNA pouiita oblasti
oblasti k transformaci

Stanoveni markerua
u transformanta



SCHEMA PRENOSU GENU VOLNOU DNA
VE VODNEM PROSTREDI A V PUDE

Nutrients _ '
+ ,/"’ Lysis ~—
Degradation % Extracellular DNA: \
A . _ ~ - chromosomal Donor cell
- plasmid _/‘ ;
K Excretion
/s
Cell contact
transformation
Adsorption Protection from - Uptake by »| Transformed
on solids degradation competent cell cell
|
Heteroiogy

DNA restriction

f

Nutrients

- DNA v prostiredi: morFska voda, sedimenty, plida - z bunky uvoliovana
pFi sporulaci nebo pri lyzi bunék, ale i pri bézné kultivaci

- Mnozstvi vysokomolekularni DNA: mikrogramy na 1 gram sedimentut

- Osud DNA: hydrolyza, avSak na nosicich (kfemen, jily, huminové
kyseliny) je chranéna pred nukleazami
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FIG. 2. Routes of gene transfer by transformation among bacteria. The arrows indicate in vitro transfer of chromosomal markers (solid arrows) or of plasmid and (as indicated) transposon
markers (open arrows). Values below species names or strain designations indicate the interspecies or interracial transformation frequency relative to that obtained when the recipient was
transformed by homologous DNA. Letters in brackets refer to the references as follows: (A), 120; (B), 82, 102, 120, 125, 127, 214, 221, 363; (C), 163, 164, 398; (D), 34, 46, 183, 283, 288, 308;
(B), 163; (IF), 394; (G), 348; (I1), 237; (I), 32, 59, 62, 73, 99, 173, 198, 237, 282, 294, 321, 379; (J), 23, 263; (K), 263; (L), 20, 153, 298; (M), 5; (N), 115, 342; (0), 342; (P), 322; (Q), 71.



BIOLOGICKE FUNKCE PRIJMU DNA

1. Regulace genové exprese

O

Napr. u neisserii: variace antigennich vlastnosti:

Exprese pilinovych gend je regulovana intrachromozomovou
rekombinaci mezi silentnimi pilinovymi geny a pilinovym
expresnim lokusem nebo integraci silentniho genu na
vstupujici donoroveé extrachromozomové DNA (po
autolyze bunék) za tvorby intragenni minikazety

2. Protekce bunék pred bakteriofagy

O

RGzné kmeny S. pneumoniae maji RM systémy Dpnl a DpnlI
kodovane alternativnimi kazetami ve stejném lokusu na
chromozomu. Oba systemy rozpoznavaji stejnou cilovou
sekvenci, ktera se vsak lisi stavem metylace. Fagy )
propagovane na jednom kmeni jsou restringovany na druhem
a naopak. Transformaci DNA z donoroveého kmene zmeni
recipientni kmen diky homologni rekombinaci sviij RM

systém.



3. DNA reparace

O Vstupujici homologicka DNA je pouzita pro rekombinacni
reparaci lézi na DNA pritomnych na chromozomu
recipienta. Transformace vede ke zvysenému prezivani
kompetentnich (sexualnich) bunék ve srovnani
s nekompetentnimi (asexudlnimi) bunkami po ozareni UV
svetlem

UV irradiation
induces damage |
to DNA

Some bacteria
die, releasing
their DNA

This DNA is taken
up by other
bacteria and
replaces their
damaged DNA
by recombination




BIOLOGICKE FUNKCE PRIJMU DNA

4. Zdroj zivin a energie

(rozklad DNA extracelularnimi nukledzami, pfijem slozek DNA,
napf. nukleotidu specifickymi drahami) —

?? Rozklad jen jednoho rfetézce??



UMELE NAVOZENA TRANSFORMACE

O A) Transformace u E. coli: Ovlivnéni Fropustnostl bunécné stény
divalentnimi ionty (Ca, Mg) a dimetylsulfoxidem - zména integrity a
organizace Ilpopolysacharldove vrstvy, vystaveni bunék nizké teplote,
hladovéni. Vstupujici plazmidy zfejmé nejdijve mtera%uy se speC|f|ckym|
kanaly v povrchu stény bunék (pocet kanalti10 do 20 Teplotni Sok 42-
45°C indukuje faktory zvysSujici kompetenci. PI‘I]ImanI DNA je
neselektivni, do bunék mohou vstupovat i zcela nepribuzné
plazmidy.

m  Udinnost transformace plazmidd je vysokd, chromozomové DNA nizka
(mutace E‘odjednotky D RecBCD- nukleazy zyvsuje ucinnost prijmu
linedrni chromozomové dsDNA)

O B) Transformace zprostfedkovana PEGem. Postup vhodny pro G+,
které nemaji prirozenou kompetenci. Bakterie je treba zbavit
peptidoglykanové vrstvy (enzymy) a pak prenest do osmoticky
stabilizujiciho media. Pak se prida PEG, kterY< fuzuje membrany (fuzogen) a
precipituje DNA. Nasleduje regenerace 'bunék na vhodnych mediich.

O C) Elektroporace (elektrotransformace)

O D) Biolisticka metoda



Experimentalni stanoveni doby trvani eklipse

% S
L L P¥idéni DNA z bungk

l‘/ St

Inkubace bunék 2 nebo 15 minut, pak se DNA odmyje

1. 4/--44//2\\_;\A

Izolace DNA z transformovanych bunék
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* Transformace bunék StrS
o% S v
O o @)

Béhem 2" nedoslo v

k zabudovani externi DNA - Q O
‘—— | O O r

do bunék recipienta Q 00 15

Faze eklipse = doba, kdy nelze DNA z povrchu bunék odmyt ani ji v bunkach prokazat




Modely pro sekreci a p Fijem DNA p fi transformaci u G- a G+ bakterii

G- G- G+
a Type |l secretion b Type IV pilus G © Competence d Competence
Kiebsiella oxytoca Neisseria . Neisseria gonorrhoeae Bacillus subtilis

= A










